Pedobiologia 28, 145—156 (1982) 


Etude ultrastructurale des processus de biodégradation 
IT. Modèle Enchytraeides-Litière de feuillus 


F. Tourats. GENEVIÈVE VILLEMIX, A. ALBRECHT et O. REISINGER 
Avec 27 figures 


(Accepté: 03. 07. 81) 


0. Introduction 


Une partie de l'énergie captée par les végétaux pour la photosynthése est transférée 


au sol sous forme de débris végétaux. La transmission au sol de cet apport énergétique peut 
être rapide ou lente (Torraix 1982). Elle est rapide dans le cas des humus de type mull 
où interviennent des organismes humificateurs «efficaces» (type vers de terre ou champignons 
de la pourriture blanche). elle est lente dans les moder, les dysmoder et les mor qui pré- 
sentent des hori et H d'aceumulation épais. L'étude de la décomposition des litières 
est une donnée importaate du fonetiennement d systèmes forestiers. 

L'étude ultrastructarale des processus de décomposition des litières a permis de définir 
un certain nombre d'étapes et de lois intervenant dans la dégradation microbienne des 
produits organiques d'origine végétale (OLan et al. 1978, Rei ER & KiLBERTUS 1979), 
et en particulier celle des polymères phénoliques opaques aux électrons par les pourritures 
blanches (REISINGER 1978). mais cette première approche porte essentiellement sur l'acti- 
vité des microorganismes. 

D'autres mécanismes, bien plus complexes et beaucoup moins connus, en particulier 
ceux qui font intervenir les éléments de la mésofaune, doivent être examinés, L'étude des 
transformations de la matière organique morte ou vivante, d'origine végétale où microbienne. 
par la mésofaune, n'a été abordée jusqu'ici que très rarement et de façon ponctuelle à l'aide 
de la microscopie électronique (REISINGER 1972, 1978: Kirwertus & Vaxnxier 1978), Pour- 
tant, certaines évaluations admettent que la majeure partie, sinon la totalité, de la li 
traverse le tractus digestif des animaux avant sa minéralisation (DELAMARE-DERO 
VILLE et al. 1969). On estime (BALoGH 1967) que 85 à 95% de la fraction organique ainsi 
ingérée retournent au sol sous forme de déjections. De toute façon. quelle que soit la valeur 
de ces évaluations globales. il est indéniable qu'une partie très importante de la matière 
organique ingérée se transforme sous l'action de la mésofaune en une phase particulière: la 
phase coprogène. 

Les modifications structurales intervenant pendant le transit digestif sunt, à quelques 
exceptions près, inconnues. I en est de même de la nature des processus microbiens qui 
s'installent dans ce micro-habitat particulier qu'est la pelote fécale. 

Ce premier travail se réduit à l'étude des transformations ultrastructurales de la ma- 
titre organique morte (feuilles) ou vivante (microflore) durant sa traversée dans le tube 
digestif des Enchytracides. Les Enchytraeides sont des Annélides oligochètes très nom- 
breux dans les sols, surtout dans les sols à humus épais (moder et dysmoder), Les obser- 
vations micromorphologiques faites sur lames (humus de tels sols montrent qu'une grande 
partie de la couche H des litières et des horizons Ay des moder est constituée de déjections 
d'Enchytracides (Zacnariar 1964 Baser 1975). ce qui souligne leur importance dans le 
fonctionnement de ces types humus. 


1. Matériel et méthodes 
1.0. Généralités 


Le matériel étudié provient de prélèvements effectués 
forestier, soit obtenus en conditions expérimentales 


ement sur le terrain, en milieu 
es au laboratoire. 


soit direct 


1.1. Récolte et élevage des Enchytraeides 


située dans le forêt 
dans un sol oere pod- 


Les Enchvtri 


acides étudiés proviennent d'une station, sur roche-mé 
de Bazange, près de Chitcau-Salins (Meurthe-ct-Moselle); ils ent été récolté 
zolique, au niveau de Vhumus de type moder. Les principales espèces déterminées par le Dr. BRENDA 
liany de [University College de Dublin, sont dans cette station: Fridericia striata, Fridericia 
li, Fridericia paroniana, Marionina cambrensis, Coguettia sphaquetorim et Achaeta affinis. Les 
es pratiqués sur feuilles de Populus tremula sont des élevages monospécifiques, à Fridericia 


striata 


1.2, Observation en microscopie électronique 


1.2.1. Microscopie électronique à balayage (MEB) 


le osmium (29,), soit su per- 
. ou bien soumis double fi- 
tone, Hs ont été ensuite desséchés 
à 30 KV. 


échantillons observés au MEB ont été fixés, soit an tétro 
manganate de K (2°) pendant des durées variables (1 à 4 heures 
xation glutaraldéhyde-tétroxvde Wosminm et déshydraté 
au point critique. Mctsllis’s à or ct examinés 


1.2.2. Microscopie électronique à transmission (MET) 


mium (24) où soumis à 
Valeool Hs ont été 
amant, ont été cont 
e par Tien (19% 


Les échantillons observés su MET ont été fixés au tétroxyde de 
double fixation glutaraldéhyde-tétroxyde dos 
dans Pépon et les coupes serves, obtenues à laide dun couteau de d 
selon la méthode de REYXOLDS (1963), on suivant la technique prope 


permet la mise en évidenve des substances de nature polvosidique. 


1.3. Etudes microbiologiques 


Les animaux récoltés 
fois e de Vean distillée 
nous avons pu le vérifie 
contenu intestinal, après incision longitudinale 
rieure et partie postéricurel Des déjections fra 
révoltées et mises à incuber pendant un où plusie 
de papier filtre stérilisé. 17 i 
deux types de milien 
tone r bes 


toire, ont été lavés une trentaine de 
ent nettoyé les téguments et même, comme 
de leur microflore externe. Leur 
ax différents (parti 
hes (1 à 2 heures après l'expulsion) ont été aussi 
en chambre humide, ou sur des feuilles 
été ensemen près dilution 
2 10g extrait de malt. 1 ¢ 


wus la station, ou élevés en labo 
térile, Ce if 


2. Résultats et discussion 


Etude ultrastructurale 


2.1.1, Observations au MEB 


2.1.1.1. Observation du materiel foliaire initial 


L'observation des feuilles de Populus tremula sur lesquelles vivent les È 
met en évidence une invasion microbienne intense de la surface foliaire, Des bactéries (Fig. 1) 
de taille et de morphologie variées ainsi que des hyphes fongiques (Fig. 2) entrelacées fur- 
ment souvent une véritable couverture à la surface des feuilles. Par endroit, la cuticule s'en- 
roule laissant apparaître la structure alvéolée caractéristique de lépiderme sousjacent 


1. Observations en microscopie à balayage (Fig. 1a 14). 

A. Feuilles de Tremble: 

Figs. 1,2 & 3. Feuilles actes prélevées dans l'habitat des Enchy' 
colonisée par des bacté où des champignons, La cnticule soulevée par endroit présente un aspect 
alvéolé caractéristique (Fig. 3). 
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Figs. 4 & 3. Altérations de feuilles eat 
et les cellules du parenchyme, mais délai 


s pur l'effet du prélèvement, L'animal ingère la cuticute 
e les tissus des nervures. 


7&8. Filaments fongiques mis à nu par l'animal ou se développant sur des fragments 
s. Certaines des hyphes sont vidées de leur contenu. 


dél 
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(Fig. 3). Ce processus, dont nous ne connaissons pas encore les causes, met à nu les paren- 
chymes foliaires qui peuvent subir des attaques microbiennes. 
Les Enchytraéides prélèvent leurs aliments dans les espac 
(cellules épidermiques et parenchymateuses). Hs consomment d'abord la cuticule, puis les 
tissus sous-jacents (Fig. 4) et délaissent totalement les nervures (Fig. 5). Dans les zones mises à 
nu à la suite de l'enlèvement des assises superficielles par l'animal, un réseau mycélien ap- 
paraît clairement (Fig. 6 et 8). Certaines de ces hyphes sont vides de leur contenu cellulaire 
(Fig. 7). Du fait que les feuilles ont été prélevées directement dans la nature, il est impos- 
sible de savoir s'il s'agit d'une recolonisation fongique des parties attaquées par les Enchy 


itués entre les nervures 


traéides, ou de champignons délaissés lors du choix trophique. I reste cependant certain 
qu'à quelques exceptions près, la totalité des organes fongiques est consommée, comme en 
témoigne la figure 5. où toute la fraction cellulosique et les corps microbiens qu'elle héber- 
geait ont disparu. Notons aussi qu'au cours de nos études au MEB, nous n'avons pas ren- 


contré d'hyphes présentant de boucles anastomoses, ce qui laisse supposer que les Basi- 


diomycétes supérieurs y sont rares, Sinon absents. 


2.1.1.2. Observation du contenu intestinal de Fridericia striata 


L'examen du contenu intestinal au niveau de la région anale montre qu'il est constitué 
d'un mélange de fragments foliaires parcourus d'hyphes fongiques extérieurement intactes 
(Fig. 9). parmi lesquels on reconnaît des lambeaux d'épidermes alvéolés et peu modifiés 
(Fig. 10). 


2.1.1.3. Observation des déjections frâichement e.rpulsées de F. striata 


Dans les déjections fraîches (récoltées immédiatement après l'expulsion) et maintenues 
pendant deux jours en chambre humide, certaines fractions cellulosiques présentent une 
altération par perforations discrètes (Fig. 11). Sur ces zones, on ne voit pas de bactéries, 
alors que sur d'autres fragments, on note un développement explosif de la population bac- 
térienne (Fig, 12) (très probablement postérieur à l'expulsion) et la présence d'un réseau 
d'hyphes fongiques (Fig. 13). Au bout de 5 jours d° incubation en chambre humide, les 
bactéries sont entourées d'auréoles lytiques dans les épaississements cuticulaires, où dans 
les mucilages subcuticulaires (Fig. 14). 

En conclusion, ces observations effectuées en microscopie électronique à balayage mon- 
trent que: 

les champignons présents dans le matériel initial consommé ne sont très probable- 
ment pas des Basidiomyeètes. Cette constatation est en accord avec nos connaissances sur 
la flore fongique initiale, qui envahit les feuilles brunes tombées sur le sol (HERING 1965; 
Ifipsox a. Martinez ef al. 1980). Elle concorde également avec les expériences de 
SPRIN r & Larrer (1977). qui ont montré l'existence d'uné toxicité importante des 
sudats A Basidiomveètes vis-à-vis de l'Enchytraéide Cognettia sphagnetorum. 

les bactéries ne se rencontrent qu'en très petit nombre dans les contenus 
qui. par contre, contiennent de nombreuses hyphes fongiques 

les pelates fécales maintenues en chambre humide sont recolor 
les Procarvotes. 


ntestinanux, 


apparemment intactes. 


s rapidement par 


B. Contenus intestinaux: 
Fig. 9 & 10. Content intestinal d'un animal au niv 


ide 


a partic postérieure du tube digest 
mbeaux de la enticule peu altéré 


reconnai 


Noter la présence de filaments fongiques et de 
sable à son aspect ulvéolé, 

C. Déjections: 

F ions d'une paroi cellulosique par perforation dans un exerément âgé de denx jours 
(maintenn sur papier filtre humide). 


148 


Figs. 12 & 13. Déjection âgée de deux jours (maintenue sur papier filtre humide). Noter le déve- 
loppement des bactéries et la présence de filaments fongiques dans les alvéoles de la euticule 


Fig. 14. Modifications structurales de la surface de la cuticule dans des pelotes fécales ineubées 
- e sps | 
pendant 5 jours sur des fenilles non stériles mais en absence d Enchytracides. 
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1.2. Observations au MET 


2.1.2.1. Observation du matériel foliaire initial (feuille de Tremble) 


‘aspect ultrastructural des feuilles brunes de Populus tremula servant de nourriture 
aux Enchytrasides est assez voisin de celui décrit pour les feuilles de Fagus sileatica | Rei- 
SINGER ef al, 1978]. Rappelons simplement que le content eytoplasmique du parenchyme 
foliaire est fortement oxvdé et qu'il est condensé. à ce stade, en une masse compacte, dense 
aux électrons (Fig. 15) dans laquelle on ne distingue habituellement plus que les chloro- 
plastes, qui apparaissent sous forme «d'empreintes négatives», dues, selon Wurre et al. 
(1973), à la disparition de certains composants tels que protéines et lipides, La paroi cellu- 
lusique west que peu altérée (Fig, 15) et ne montre que quelques modifications locales dues 
à l'action ponctuelle des champignons ow des bactéries, Des colonies bactériennes, parfois 
importantes et morphologiquement différentes, uecupent certaines cellules, ou se dévelop- 
pent localement (Fig. 17 et 19). Des champignons à contenu cytoplasmique intact (Fig. 17 
et 18) présentent des cloisons à perforation centrale simple et une paroi souvent fortement 
mélanisée (Fig. 18). Les microorganismes (bactéries et champignons) possèdent des réserves 
nu des constituants pariétaux de nature polyosidique importants (Fig. 17 et 18). 


2.1.2.2. Observation du contenu intestinal de Fridericia striata 


Le méme matériel, examiné dans le tractus digestif des Enchytraéides (région anale), 
présente, sur le plan des microorganismes. de profondes modifications. On ne trouve en 
effet dans ce matériel, que très peu de traces des colonies bactériennes, Quant aux hyphes 
fongiques dont nous avons souligné l'importance à la suite de nos observations au MEB, 
elles ne sont plus réduites qu'à des parois vides de leur contenu (Fig. 20). Au plus fort gros- 
‘ment. les enveloppes fongiques apparaissent souvent altérées par disparition de la 
couche interne, et délamination des strates persistantes (Fig. 24). Une telle transformation 
des parois fongiques a été déjà observée au cours de la digestion chez un Acarien: Tyro- 
plaque putrescentiae [Reisixéer 1972]. Des algues vivantes ont. par contre, été observées 
dans la partie anale du contenu intestinal (Fig. 21): leur ultrastructure indique qu'elles 
ont pu suivre tout le transit digestif sans subir de modifications importantes 

Les débris des feuilles apparaissent très hétérogènes, La cuticule est peu altérée (Fig. 25 
et 26). alors que les parois cellulosiques sous-jacentes montrent parfois des aspects que Ton 
ne rencontre pas dans le témoin: dilacération des fibrilles (Fig. 27). ou même dégradation 
plus profonde (Fig. 26). mais l'existence d'autres fragments apparemment intacts laisse- 
rait supposer qu'une modification ultrastructurale notable n'interviendrait dans le tractus 
digestif que dans le cas où des altérations enzymatiques préalables et indécelables existe- 
raient déjà dans le produit initial ingéré. Quant à la partie coagulée et oxydée du cytoplasme, 
son aspect initial peut être conservé (Fig. 25) ou présenter un certain éclaircissement (Fig. 23) 
qui peut être dû à une dispersion locale du matériel. Les chloroplastes apparaissent géné- 
ralement plus transparents aux électrons et sont dépourvus de leurs inclusions (Fig. 22). 

En conclusion, les observations faites au MET montrent: 


— une disparition quasi totale de la microflore bactérienne et fongique dans le tractus 
digestif. L'animal se nourrirait done surtout à partir des cellules microbiennes se dévelop- 
pant sur les feuilles en décomposition. 

une persistance de certaines cellules vé s, comme les Algues, qui peuvent pro- 
bablement survivre après le transit intestinal, observation qui souligne, comme Nit 


Observations en microscopie à transmission (Figures 15 à 27). 
A. Feuilles de Tremble: 

. 19 & 16, Parencl 
compacte 
forme «d'empreintes négatives». 
Fig. 17. Colonie bactérienne et filaments fongiques à la surface d'une feuille. Noter la présence de 
s d'argiles (contraste Tikey: mise en évidence des substances polyosidiques). 


19" 
Fig. 18. Cloison transversale à perforation simple (type Ascomyeite) dans une hyphe sitiée dans 
le parenchyme foliaire. Coupe tangentielle par rapport à la perforation septale (contraste THrkny) 
Fig. 19. Bactéries 
B. Contenus intestinaux (prélèvements 
Fig. 20, Filaments fongiques groupés dans une dépression de Vassise épidermique ne persistant que 
sous forme d’enveloppes vides 


et mucilage d'origine bactérienne dans les tissus foliaires. 
lans la région anale) 
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(1962) l'a montré pour Cognettia sphagnetorum et Enchytraeus albidus ailleurs, l'absence 
d'enzyme cellulolytique dans le tube digestif, et explique la faible altération de certaines 
parois cellulosiques rejeté 

— la modification partielle et localisée des parois cellulosiques et du contenu conden 
des cellules qui. au moins dans le cas des feuilles de Tremble, pourraient peut-être aussi 
servir d'aliments à ces animaux. les substances cuticulaires restant inaltérées, 


2.2. Etude microbiologique 


Les hypothèses émises à la suite des observations ultrastructurales devaient être con- 
firmées par des études microbiologiques. Pour ce faire, nous avons effectué des numérations 
bactériennes (sur gélose nutritive) et fongiques (sur malt agar) des matériels suivants: 
rages d'Enchy- 


- limbe foliaire de Populus tremula sur lequel ont été pratiqués les éle 
travides en chambre humide. 
contenu intestinal, prélevé stérilement, de la partie antérieure et de la partie posté- 
rieure du tube digestif d'une dizaine d'individus élevés sur feuilles de Tremble en chambre 
humide. 
boulettes fécales prélevées juste aprés l'expulsion, et mis 
res en chambre humide. 
Les résultats des numérations bactériennes et fongiques sont les suivants: 


s à incuber pendant 24 heu- 


Tableau 1. Nombre de bactéries (sur gélose nutritive) et de champignons (sur extrait de malt) 
obtenus pars de matière sèche 


Bactéries Champignons 

Matériel initial (5 répétitions) (2 + 0,2) 108 (2 + 0,3) 108 
(limbe de P. tremula) 

Partie ant. (+ 0,3) 108 (1 + 0,5) 108 

Partie post. (8 + 3,0) 105 >- (5 + 4,0) 104 

Boulettes fécales de 24 heures (4+ 2.0) 107 (1 + 0,5) 107 


(5 répétitions) 


L'ensemble de ces chiffres confirme bien les observations ultrastructurales à savoir qu'il 
y à une grande quantité de bactéries et de champignons dans le limbe foliaire, et que ces 
microorganismes sont. pour une grande part. lysés dès qu'ils sont ingérés par Fridericia 
striata, Compte non tenu du fait que ces oligochètes exercent un choix trophique en dé- 
laissant les nervures, qui sont certainement moins riches en microorganismes que les par- 
enchymes, nous constatons qu'il y a de l'ordre de 2000 fois moins de bactéries et 200 fois 
moins de champignons dans la partie antérieure du contenu intestinal que dans la matière 
foliaire initiale (certains individus prélevés directement dans la station, lavés à l'eau sté- 
rilisée et écrasés sur milieu de culture, se sont même avérés entièrement stériles). 

Nous observons d'autre part. que le contenu intestinal de la partie postérieure des ani- 
maux s'enrichit quelque peu en microorganismes. Quant aux boulettes fécales, incubées 
pendant 24 heures, les bactéries et les champignons s'y développent rapidement, puisque 
le nombre de bactéries y est 50 fois plus élevé que dans la partie postérieure du contenu 
intestinal, et le nombre de champignons 200 fois plus grand (dépassant même le nombre 
initial de champignons dans le limbe des feuilles de Tremble). 


Fig. 21. Algue ayant traversé l'intestin s 


S apparents. 


ste peu modifié mais ty électrons, 


dépourvu d'inelusions de 


ement local du contenu extoplasmique condensé (initialement très dense aux 


26 . mS 27 
er la disparition de la 
persistante, 


bouche interne transparente anx éh 


Fig. 24. Enveloppe fongique vide. N 
trons et la délamination de la strate mélanis 
Cutieute pen altérée. Dilacération on destruction des fibrilles de la paroi cellule 


i & 
sit i 


nte 


3. Conclusions 


Les Enchytraeides. qui vivent dans les litières forestières. consomment divers débris 
végétaux ce sont des saprophages: ils opèrent des prélèvements sélectifs dans le matériel 
végétal laissant sur place un résidu constitué surtout de produits lignifiés (nervures) et aban- 
donnant des déjections riches en parois cellulosiques et en produits phénoliques oxydés 
Après le passage des Enchytraeides, le matériel hétérogène initial est done déstructu 
(Bocené 1975) et transformé en une série de produits plus homogènes, ce qui n'est pas sans 
importance pour les colonisations microbiennes ultérieures. 

D'autre part, comme cela se passe pour les autres représentants de la faune du sol. Vin- 
gestion du matériel foliaire par les Enchytracides assure une forte augmentation des surfaces 
en contact avee Jo milieu extérieur et aussi, dans ce eas spécifique. une mise à nu des vais- 
seaux lignifiés 


Dans le cas particulier de Fridericia strata, nous avons jm constater que la digestion 
de la fraction cellulosique et des produits condens xydés de l'ancien evtoplasme e 
tait: elle était faible et apparemment localis rules zones qui avaient subi des modi- 
fications enzymatiques préalables, Par contre, il apparaît. à la suite de ce travail, que Fri- 


devicia striata est capable de provoquer immédiatement après ingestion, la lyse de nom- 
e tròs probablement les pro- 


breuses bactéries et de nombreux champignons, dont elle ut 
duits pour son alimentation (alors que certaines algues transitent dans son intestin sans 
dégradation), M sagit done d'une pseudosaprophagie; des études complémentaires devraient 
permettre de savoir si cette lyse n'intervient que sur certains groupes fonctionnels de bac- 
téries où de champignons. Quant à l'importance du réensemencement après expulsion des 
boulettes fécales par les microorganismes, elle apparaît comme très forte dans nos con- 
ditions expérimentales en chambre humide tout au moins dans les premiers jours. Cest ce 
qui se passe dans les milieux actifs (mull) où les conditions pédoclimatiques sont favorables 
au développement de la mieroflore et surtout à son activité, alors que dans les milieux mo- 
der et dysmoder. où les conditions pédoclimatiques sont souvent défavorables à l'activité 
des microorganismes (Torras 1974). ce développement est fortement tempéré et les bou- 
lettes fécales d'Enchytrasides et d'autres représentants de la microfaune. comme les Col- 
lemboles, s'accumulent sur place jusqu'à former les couches FL I et Ay des humus pen 
actifs. 
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5. Résumé - Zusammenfassung 


Les Enchytracides qui vivent dans les litières forestières prélévent les cellules épidermiques et 
parenchymatenses des feuilles et délaissent les tissus des nervures. Des observations ultrastructu- 
rales (MER et MET) ont été faites sur le contenu digestif de Fridericia striata vivant sur feuilles de 
Populus tremula, et sur les boulettes fécales rejetée: cet animal. Elles montrent que le matériel 
foliaire west que peu transformé et qu'une grande partie des bactéries et des cl 
aver ce matériel végétal ysée dès l'ingestion, les boulettes fécales expulsó 
ment recolonisées par la microflore 

Les études microbiologiques € 


ques effectuées sur ce matériel confirment ces observations. 


Submikroskopische Studien des Biodegradations-Prozesses 
Il. Modell ,,Enchytraeidae-Blattstreu* 


Die Enchytraeiden, die in Waldstreu leben, entnehmen den Blättern Epidermis- und Parenchym- 
Zellen und meiden die Blattnerven. 
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Submikroskopische Beobachtungen sind schon über den Darminhalt von Frideriera striata, die 
von | tern der Zitterpappel (Populus tremula) lebt, und über die von Tieren dieser Art aus- 
geschiedenen Exkremente, durchgeführt worden. en, dal das Blattmaterial recht wenig ab- 
gebaut wurde, und dab groBe Anteile der mit diesem Pflanzenmarerial aufgenommenen Bakterien 
und Pilze sehon während der Nahrungsanfnahme verdaut wurden. Die au hiedenen Exkremente 
werden sehr raseh wieder von der Mikroflora rekolonisiert. Durch herkömmliche mikrobiologisehe 
Untersuchungen des Materials (Platten-Tests) werden diese Beobachtungen bes 
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Synopsis: Original scientific paper 


me, Fea Go Vi , À. AtBRecur et O. RE ER, 1982. Etude ultrastructurale des pro- 
cessus de biodegradation. H: Modele Enchytraéides-Litière de feuillus (Ultrastructural stic 
of processes of biodegradation. I. Model Enchytraeids-Foliage litter). Ped obiologia 28, 145 — 1 


Enchytraeids living in forest litter ingest the epidermis and parenchyma of the leaves and avoid 
the leaf veins. Ultrastructural observations (SEM and TEM) have been made on gut contents and 
faeces of Friderieia striata living on Populus tremula leaves. Observations have shown that the leaf 
material is little changed but that a large proportion of the bacteria and fungi in ed with this 
plant material is lysed immediately after ingestion, the freshly segregated faeces were very rapidly 
i v the microflora. Dilution plate techniques performed on this material confirm these 
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